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Резюме. Развитие методов диагностики общего со-
стояния здоровья, которые могут быть реализованы в 
форматах on-site и in-situ для нужд массового скринин-
га населения, а также использованы в home clinic и те-
лемедицине, является весьма актуальной задачей. Об-
щим преддиагностическим показателем наличия пато-
логий может служить наличие и уровень окислитель-
ного стресса (ОС).

Основным условием понимания и оценки роли ОС в 
патогенезе различных заболеваний является возмож-
ность его мониторинга, что весьма существенно как 
для клинических исследований, так и для выбора тера-
певтических средств, контроля их качества и оптими-
зации проводимой терапии. Сложность биологических 
объектов и быстрое изменение их состава после отбо-
ра пробы, многообразие соединений различной хими-
ческой природы, обладающих оксидантными и анти-
оксидантными свойствами, делают задачу оценки ОС 
крайне нетривиальной. Ситуация осложняется отсут-
ствием единого термина и сопоставимых единиц вы-
ражения концентрации и антиоксидантных свойств со-
единений или комплекса соединений. 

В обзоре рассмотрены известные методы определе-
ния оксидант/антиоксидантной активности (свобод-
ных радикалов и соединений-антиоксидантов) биоло-
гических объектов, общий подход к анализу сложных 
матриц, заключающийся в поиске общих параметров, 
существенных для исследуемой системы и разработки 
методов их определения. 

Показано, что в качестве критерия ОС предпочти-
тельно использовать интегральную антиоксидантную 
активность пробы, а для её мониторинга — простой и 
доступный метод потенциометрии с медиаторной си-
стемой.

Ключевые слова: оксиданты, антиоксиданты, окис-
лительный стресс, интегральная антиоксидантная ак-
тивность, биологические объекты

Abstract. The development of methods for diagnostics 
of the general state of health that can be implemented in 
on-site and in-situ formats for the needs of mass screening 
of the population, and also used in home clinic and 
telemedicine is a very urgent task. Presence and level of 
oxidative stress (OS) might serve as general pre-diagnostic 
indicator of pathology state.

The main condition for understanding and assessing 
the role of oxidative stress (OS) in the pathogenesis of 
various diseases is the possibility of its monitoring, which 
is very important both for clinical studies and for selecting 
therapeutic agents, monitoring their quality and optimizing 
the therapy. The complexity of biological objects and 
the rapid change in their composition after sampling, 
the variety of compounds of different chemical nature, 
possessing oxidative and antioxidant properties, make 
the task of the OS estimating extremely nontrivial. The 
situation is complicated by the absence of a single term 
and comparable units of concentration and antioxidant 
properties of compounds or a complex of compounds.

In the review known methods for the determination of 
oxidant / antioxidant activity (free radicals and antioxidant 
compounds) of biological objects, general approach 
to analysis of complex matrices — search for general 
parameters essential for the investigated system and 
the development of methods for determining them are 
considered.

It is shown that it is preferable to apply the integral 
antioxidant activity of the sample as an OS criterion, and 
a simple and accessible method of potentiometry with a 
mediator system for OS monitoring.

Keywords: oxidants, antioxidants, oxidative stress, 
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На 18-м международном конгрессе по антиоксидан-
там Международного Общества Антиоксидантов и 
Здоровья (ISANH), состоявшемся в Бейруте 3–4 мая 
2017 [1] основное внимание было уделено рассмотре-
нию проблемы возникновения и роли оксидантного 
стресса (ОС) при весьма серьёзных заболеваниях, на-
пример, диабет, рак, нейродегенеративные расстрой-
ства, инфертильность и др. 

Основным условием понимания и оценки роли ОС 
в патогенезе является возможность его мониторин-
га. Последнее весьма существенно как для клиниче-
ских исследований, так и для выбора терапевтических 
средств, контроля их качества и оптимизации прово-
димой терапии. 

Проблемы мониторинга упираются в:
– сложность биологической матрицы и быстрое из-

менение её состава после отбора пробы; 
– многообразие соединений различной химической 

природы, обладающих оксидантными и антиоксидант-
ными свойствами; 

– короткий период жизни радикальных соединений;
– отсутствие единого термина и сопоставимых еди-

ниц выражения концентрации и антиоксидантных 
свойств соединений или комплекса соединений, ис-
пользование для количественной оценки окислитель-
ного стресса биоорганических молекул с разнообраз-
ными свойствами. Так, в качестве маркеров окисли-
тельного стресса при различных заболеваниях пред-
лагается использовать значения концентраций или 
ферментативной активности отдельных веществ, та-
ких как циклоокигеназа -2, транскрипционный фактор 
NF-kB, глутатион-S-трансфераза, индуцибельная NO-
синтаза, гемоксигеназа-1, белки теплового шока и др. 
[2, 3].

Показателем степени выраженности ОС может яв-
ляться антиоксидантная активность (АОА) биологи-
ческого объекта как интегральный параметр, отра-
жающий антиоксидант/оксидантный статус организ-
ма в целом или его отдельной системы, например, ре-
продуктивной системы мужчин [4]. Антиоксидант-
ные свойства предлагают определять, как «antioxidant 
capacity» and «antioxidant activity», «antioxidant power» 
[5], «antioxidant ability» [6]. Под первым понимают 

«measure of the moles of given free radical scavengers 
by a test solutions». Под «antioxidant activity» пони-
мают [7] константу скорости действия антиоксидан-
та против свободных радикалов. Таким образом, на-
блюдается смешение понятий термодинамических и 
кинетических. В общем случае термин «активность» 
используют как термодинамический и его не следу-
ет применять как кинетический. Термины «antioxidant 
power» [5] и «antioxidant ability» [6] не имеют опреде-
лённой интерпретации. В качестве единиц измерения, 
как правило, используют относительные единицы, вы-
раженные в граммах аскорбиновой кислоты, тролокса, 
рутина и т.д. Данные трудно сопоставлять друг с дру-
гом, что затрудняет их интерпретацию. 

Таким образом, существующая в настоящее время 
ситуация, связанная с отсутствием единого термино-
логического подхода и общепринятых единиц измере-
ния, случайным выбором реагентов-окислителей, не-
однозначностью и несопоставимостью результатов, 
ограничивает использование имеющихся многочис-
ленных данных [8-10].

Цель предлагаемого обзора — сформулировать 
подход к анализу сложных матриц, заключающийся в 
поиске общих параметров, существенных для иссле-
дуемой системы, и разработке методов их определе-
ния, предложить показатель ОС и предпочтительный 
метод его мониторинга в клинических условиях. 

Методы определения концентрации свободных 
радикалов

Методы определения концентрации свободных ра-
дикалов можно разделить на прямые и косвенные. 
Прямые методы — электронный парамагнитный резо-
нанс (ЭПР) и, с некоторыми оговорками, хемилюми-
несценция (ХЛ). Косвенные методы — определение 
продуктов реакций, протекавших с участием свобод-
ных радикалов, и ингибиторный анализ. 

Прямое определение концентрации свободных ра-
дикалов в клетках и тканях, в растворах и суспензи-
ях клеточных органелл осложняется их высокой ре-
акционной способностью и малым временем жизни, 
в результате их концентрация в исследуемых объек-
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тах очень низка и отличается от концентрации в жи-
вом организме. 

Решить часть проблемы, связанную с коротким вре-
менем жизни свободных радикалов, позволило ис-
пользование спиновых ловушек — молекул, которые 
при взаимодействии с нестабильными радикалами об-
разуют стабильные нитроксильные радикалы (спино-
вые аддукты), сигналы ЭПР которых затем измеряют с 
целью качественного и количественного определения 
концентрации соответствующих радикалов [11].

Аналогичная ситуация сложилась и с применением 
ХЛ [12]. Реакции рекомбинации супероксид-, гидрок-
сил- и липидных радикалов и оксида азота сопрово-
ждаются очень слабой собственной или неактивиро-
ванной ХЛ. Изучение этой ХЛ внесло большой вклад 
в исследование процессов перекисного окисления ли-
пидов (ПОЛ) в биологических мембранах, однако су-
щественным недостатком этого метода является низ-
кая интенсивность сигнала. В связи с этим получили 
широкое применение так называемые активаторы хе-
милюминесценции: 

– химические, вступающие с определенными ради-
калами в реакции, сопровождающиеся свечением: лю-
цигенин, дающий свечение с супероксид-радикалами, 
и люминол, дающий мощное свечение в присутствии 
гидроксил-радикалов; 

– физические (сенсибилизаторы), не вступающие в 
реакцию с радикалами, но увеличивающие квантовый 
выход хемилюминесценции за счет переноса энергии 
электронного возбуждения от молекул-продуктов ре-
акции на активатор: краситель родамин Ж, комплекс 
европия с тетрациклином или некоторые производные 
кумарина. 

Вторая часть проблемы — изменение состава пробы, 
извлечённой из организма — остаётся нерешённой.

Косвенные методы определения концентрации сво-
бодных радикалов достаточно разнообразны, они в 
большинстве случаев основаны на свойствах конкрет-
ных радикалов. Определяют первичные или вторич-
ные продукты свободнорадикальных реакций, такие 
как коньюгированные диены или соединения, реаги-
рующие с тиобарбитуровой кислотой [13]. 

Вторым широко распространенным методом иссле-
дования свободнорадикальных реакций, а точнее — 
роли свободных радикалов в том или ином процес-
се в организме, служит использование «перехватчи-
ков» радикалов. Плодотворным оказалось использова-
ние фермента супероксиддисмутазы (обычно в сочета-
нии с каталазой), поскольку этот фермент удаляет су-
пероксидные радикалы и только их. Менее очевидны 
выводы, сделанные на основе опытов с использовани-
ем «ловушек» липидных радикалов, таких как токофе-
рол, поскольку перехват радикалов не является един-
ственным результатом действия этих веществ [14].

Концентрацию гидроксидных радикалов определя-
ют, используя спектрофотометрическую, хроматогра-
фическую и флуоресцентную регистрацию продуктов 
реакций окисления и гидроксилирования [15]. Доста-
точно чувствительный и специфичный метод детек-
ции ОН• радикалов основан на использовании тереф-

талевой кислоты. При взаимодействии с гидроксидны-
ми радикалами терефталевая кислота окисляется до 
2-гидрокси-терефталата, который интенсивно флуо-
ресцирует (длина волны возбуждения 326 нм, испуска-
ния — 432 нм [16]). В связи с тем, что основным меха-
низмом образования ОН• радикалов в биологических 
системах является разложение пероксида водорода, ка-
тализируемое ионами металлов переменной валентно-
сти (реакция Фентона), целесообразной представляет-
ся оценка содержания в этих субстратах ионов метал-
лов Fe2+ и Cu+ [16]. 

Описано определение концентрации супероксид-
анион радикалов спектрофотометрическим и электро-
химическими методами [17]. Для определения концен-
трации супероксид-анионов спектрофотометрическим 
методом используют реакцию восстановления цитох-
рома с, в которой происходит переход от феррицитох-
рома с к ферроцитохрому с. Аналитическим сигналом 
служит изменение оптической плотности среды, изме-
ряемой при λ=550 нм.

Широкое распространение получили методы опре-
деления продуктов свободнорадикального окисления 
липидов (ПОЛ) [18]. Гидропероксиды являются пер-
вичными продуктами ПОЛ, их дальнейший распад ча-
сто сопровождается разрывом углерод-углеродной це-
пи. Они играют центральную роль в окислении ли-
пидов. Наиболее распространенные химические ме-
тоды основаны на восстановлении перекисной груп-
пы. Концентрацию гидропероксидов, характеризую-
щую в большой степени процессы свободнорадикаль-
ного окисления в системе, определяют, титруя гидро-
пероксиды иодид-ионами и фиксируя образующийся 
иод амперометрически или спектрофотометрически. 
Известен тиоцианатный метод определения гидропе-
рекисей липидов по изменению оптической плотно-
сти при 500 нм в результате образования тиоцианат-
ного комплекса железа(III). Об интенсивности процес-
са окисления липидов судят по содержанию диеновых 
конъюгатов (ДК) в плазме крови, что даёт информа-
цию о ранней стадии ПОЛ. ДК экстрагируют из сыво-
ротки крови или ткани гептан-изопропанольной сме-
сью и измеряют оптическую плотность экстракта при 
232–234 нм. 

О суммарном воздействии оксидантов на организм 
часто судят по концентрации в сыворотке крови про-
межуточного продукта энзиматического окисления 
арахидоновой кислоты и конечного продукта окисли-
тельной деградации липидов — малонового диальде-
гида [19]. Его концентрация в организме в нормаль-
ных условиях поддерживается на определенном уров-
не благодаря деятельности системы антиоксидантной 
защиты. Увеличение концентрации малонового ди-
альдегида свидетельствует об усиленном ПОЛ и сры-
ве антиоксидантной защиты. Наиболее распростра-
ненным методом определения малонового диальдеги-
да является метод, основанный на реакции с тиобар-
битуровой кислотой (ТБК), при этом образуется крас-
ный пигмент (максимум поглощения при 532–535 нм). 
Следует принять во внимание, что исследование про-
дуктов окислительного повреждения биомолекул даёт 
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лишь косвенную информацию или информацию post 
factum, когда необратимый вред уже нанесен.

Методы определения антиоксидантной активно-
сти (антиоксидантов) 

Существует два основных подхода к оценке окси-
дант/антиоксидантного статуса организма. Первый 
связан с прямым определением содержания и/или ак-
тивности отдельных высокомолекулярных (фермен-
ты системы глутатиона, супероксиддисмутаза, ката-
лаза, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа, декарбоксили-
рующая малатдегидрогеназа, изоцитратдегидрогена-
за, редокс-чувствительные факторы транскрипции и 
др.) и низкомолекулярных (глутатион, мочевая кис-
лота, аскорбиновая кислота, токоферолы, полифено-
лы, каротиноиды, ретинол и др) антиоксидантов (АО). 
Второй подход основан на оценке интегральной анти-
оксидантной активности (АОА). Принимая во внима-
ние большое количество разнообразных соединений-
антиоксидантов, различия механизмов и возможность 
синергизма их действия в организме, второй подход 
следует считать предпочтительным и более информа-
тивным.

Достаточно полное описание и сравнение основных 
наиболее популярных интегральных методов ABTS/
TEAC, CUPRAC, DPPH, Folin-Ciocalteu и FRAP приве-
дено в обзоре [20]. Авторы исходят из того, что в осно-
ве методов определения АО лежат либо процессы пе-
реноса электронов (ET), либо перенос атомов водо-
рода (HAT). Как правило, между этими механизмами 
трудно или невозможно провести границу. Большин-
ство методов HAT включает конкурентную схему реак-
ций, в которых антиоксидант и субстрат конкурируют 
за пероксильные радикалы, термически генерируемые 
путем разложения азосоединений. В методах ET из-
меряют способность антиоксидантов восстанавливать 
окислитель, который сам или специально введённое в 
систему, реагирующее с ним соединение меняет цвет. 
Методы ET включают ABTS / TEAC, CUPRAC, DPPH, 
Folin-Ciocalteu и FRAP, в каждом из которых использу-
ются хромогенные окислительно-восстановительные 
реагенты с различными стандартными окислительно-
восстановительными потенциалами.

Приведём несколько примеров. При этом, рассма-
тривая различные методы анализа, мы в основном бу-
дем сохранять оригинальную терминологию. 

ABTS (ABTS radical scavenging activity). Ме-
тод основан на использовании предварительно ге-
нерированного радикального катиона 2,2'-азино-
бис- (3-этилбензотиазолин-6-сульфоновой кислоты) - 
ABTS●+, имеющего зелено-голубую окраску и харак-
терный спектр поглощения (максимумы при 660, 734 и 
820 нм) [21]. Его получают в результате реакции ABTS 
с радикалом феррилмиоглобина, который образует-
ся в присутствии метмиоглобина, или окислительно-
восстановительных взаимодействий ABTS с перок-
сидом водорода в присутствии пероксидазы, оксидом 
марганца (lV) или персульфатом калия. В присутствии 
АО ABTS●+ восстанавливается, что приводит к осла-
блению окраски. Достоинства метода: аналитическим 

сигналом служит легко измеряемое уменьшение опти-
ческой плотности, катион-радикал образуется предва-
рительно перед добавлением анализируемой пробы в 
систему. Метод применим для определения как липо-
фильных, так и гидрофильных антиоксидантов, вклю-
чая флавоноиды и антиоксиданты плазмы крови. 

В качестве стандарта используют тролокс 
(6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-2-карбоновая 
кислота). Количественно концентрацию АО выражают 
в единицах Trolox эквивалента (TE), в ммоль/г, ммоль/
мл, Мм [22] или в эффективной концентрации образ-
ца ЕС50 (мг/мл), вызывающей 50% снижение исходной 
оптической плотности при длинах волн 734 или 645 
нм. Фирмой Randox Laboratories Ltd (Великобрита-
ния) на основе метода ABTS разработан коммерциали-
зованный вариант — TEAC анализ (Trolox equivalent 
capacity assay) и выпускается набор реактивов Total 
Antioxidant Status (ТАS) для определения общей анти-
оксидантной ёмкости (активности) сыворотки и плаз-
мы крови, вин, пива и фруктовых соков. Большим пре-
имуществом метода является его стандартизованность 
и возможность сравнения данных, полученных иссле-
дователями в разных лабораториях. К сожалению, ана-
лиз является одним из самых дорогих и имеет невысо-
кую репрезентативность применения в исследовании 
процессов в живых системах. 

DPPH. Анализ основан [23] на спектрофотометри-
ческом определении изменения концентрации ста-
бильного 2, 2-дифенил-1-пикрилгидразил радикала 
(DPPH●). Последний восстанавливается в растворе ме-
танола или этанола донорами электронов (АО), обра-
зуется бесцветный DPPH-H. Изменение оптической 
плотности раствора при длине волны 517 нм даёт ин-
формацию о концентрации АО.

Активность выражают в виде эффективной концен-
трации анализируемого образца, при которой происхо-
дит 50% восстановление радикалов DPPH●, в мг/мл. В 
качестве эталонного соединения используют антиок-
сиданты α-токоферол или кверцетин.

Метод широко используется для определения анти-
оксидантной активности природных веществ. Гидро-
фобность радикала DPPH● ограничивает область при-
менения метода возможностью определения только 
жирорастворимых антиоксидантов. 

ABAP. В качестве сигналообразующего процесса в 
методе используют замедление окисления каротино-
ида кроцина пероксильными и алкоксильными ради-
калами, в котором кроцин обесцвечивается [24]. Ра-
дикалы генерируются при термическом разложе-
нии 2’,2-азобис-(2-амидинопропан) дигидрохлори-
да (ABAP) на два свободных радикала. При введении 
анализируемого образца процесс обесцвечивания за-
медляется в результате восстановления образующих-
ся радикалов антиоксидантами пробы. Аналитиче-
ским сигналом является оптическая плотность раство-
ра при длине волны 450 нм. Метод стандартизован по 
Тролоксу. 

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power assay). Ме-
тод FRAP основан на восстановлении антиоксиданта-
ми ионов Fe3+ до Fe2+. Предложено несколько соеди-
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нений, имеющих в своей структуре ион железа. Наи-
более часто используют комплекс трипиридилтриази-
на Fe(III)(TPTZ)3, восстановление которого сопрово-
ждается образованием окрашенного в интенсивно си-
ний цвет (максимум поглощения при длине волны 
593 нм) комплекса Fe(II)(TPTZ)2 [25]. Достаточно ши-
роко используют реакцию восстановления антиокси-
дантами K3[Fe3+(CN)6], сопровождающуюся образова-
нием окрашенного в жёлтый цвет K4[Fe2+(CN)6] (мак-
симум поглощения при 700 нм. АОА оценивают спек-
трофотометрически по оптической плотности раство-
ра, пользуясь градуировочной кривой.

Недостаком метода является необходимость исполь-
зования кислой среды, что не позволяет оценить вклад 
в интегральную АОА антиоксидантов, содержащих 
SH-группы (глутатион, альбумин, некоторые амино-
кислоты).

CUPRAС (Cupric Reducing Antioxidant Capacity 
assay) основан на способности АО взаимодействовать 
с комплексом Cu(II) — неокупроин. При этом Cu(II) 
восстанавливается до Cu(I) и образует с неокупроином 
окрашенный комплекс (максимум поглощения в обла-
сти 450 нм) [26]. Метод CUPRAC имеет ряд преиму-
ществ по сравнению с другими фотометрическими ме-
тодами определения антиоксидантов:

– возможность анализа при физиологическом значе-
нии рН; 

– применим для определения гидрофильных и липо-
фильных антиоксидантов;

– реагирует на более широкий круг тиолсодержащих 
антиоксидантов, чем метод FRAP; 

– более селективен, чем FRAP анализ, так как бла-
годаря более низкому значению окислительно-
восстановительного потенциала реагента не окисляет 
сахара и лимонную кислоту, обычно содержащиеся в 
пищевых продуктах; 

– калибровочная кривая линейна в широком диапа-
зоне концентраций.

Авторы [27] при определении АОА методом 
CUPRAC использовали электрохимические мето-
ды детектирования концентрации комплексов меди 
[Cu(Nc)2]

2+ и [Cu(Nc)2]
+. Удобными методами детекции 

являются вольтамперометрия и хроноамперометрия.
ORAC (the oxygen radical absorbance capacity). Ме-

тод широко используется для интегральной оценки 
антиоксидантного состояния биологических жидко-
стей [28]. 

Измеряют уменьшение концентрации и, соответ-
ственно, снижение флюоресценции, флуоресцирую-
щего вещества (бета-фикоэритрина, или флуоресцеи-
на) после смешивания с генераторами свободных ра-
дикалов. Антиоксиданты замедляют этот процесс (за-
щищают флуоресцирующую молекулу). Оборудова-
ние, которое может автоматически измерять и вычис-
лять антиоксидантную емкость, доступно в продаже 
(Biotek, Roche Diagnostics).

В качестве стандартных соединений применяют тро-
локс (определение пероксидов) и галловую кислоту 
(определение гидроксил-радикалов). Единицей изме-
рения АОА является микромоль стандарта на единицу 

массы или объема. Результаты укладываются в диапа-
зон +/– 5%. 

Принципиально в методе ORAC в качестве действу-
ющего окислителя могут выступать супероксид-анион 
O2

●– и соединения нерадикальной природы — синглет-
ный кислород (1О2) и пероксинитрит (ONOO–). По-
скольку супероксидный радикал является предше-
ственником многих других АФК, его использование в 
этом методе позволяет достаточно адекватно опреде-
лять АОА биологических жидкостей и фармацевтиче-
ских субстанций. Супероксид-анион может быть полу-
чен в реакции фотоокисления рибофлавина.

Метод ORAC относительно прост, не требует прак-
тически никакой предварительной пробоподготовки, 
чувствителен, может быть использован для определе-
ния АОА как водорастворимых, так и жирораствори-
мых объектов, таких как пищевые продукты, напит-
ки, плазма и сыворотка крови, моча [28]. Недостатки 
метода: длительность, узкий динамический диапазон, 
что связано с высокой реакционной способностью 
RO2● и, особенно, НО●, который способен взаимодей-
ствовать практически со всеми органическими соеди-
нениями, в результате как АО регистрируются веще-
ства, таковыми не являющиеся (редуцирующие саха-
ра, гуминовые кислоты).

TBARS анализ (thiobarbituric acid reactive substance 
assay). В этом методе в качестве источника информа-
ции об АОА биологического объекта используют кон-
центрацию продукта перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) — малонового диальдегида (МДА), кото-
рый считают маркером ОС. МДА вступает в реакцию 
с 2-тиобарбитуровой кислотой (ТБК), образуя хромо-
генный триметиловый комплекс розового цвета, кон-
центрацию которого определяют спектрофотоме-
трически по оптической плотности при длине волны 
532 нм. Концентрацию выражают в мкмоль/л. 

Метод удобен, чувствителен и не требует дорогосто-
ящего оборудования.

Недостаток метода обусловлен не очень удачным 
выбором сигналообразующего вещества. МДА не яв-
ляется веществом, образующимся исключительно в 
результате ПОЛ, и единственным конечным продук-
том этого процесса. Кроме того, реакция ТБК с МДА 
не абсолютно селективна. В неё вступают, например, 
альдегиды, аминокислоты, соединения, содержащие 
SH-, NH2-группы. Таким образом, при использовании 
метода можно говорить об изменении концентрации 
не МДА, а веществ, реагирующих с ТБК. 

Хемолюминесцентный метод определения АО не 
является самостоятельным: он используется как ме-
тод регистрации сигнала, связанного с концентраци-
ей АО. Последний формируется, например, в хеми-
люминесцентной реакции между люминолом и ABAP 
или в присутствии других пар реагентов. При этом ин-
тенсивность хемилюминесценции является мерой кон-
центрации радикалов. При введении в систему АО по-
следняя уменьшается, а вместе с этим падает и интен-
сивность хемилюминесценции. 

Хроматографические методы используют в основ-
ном для определения индивидуальных АО. Применя-
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ют все методы хроматографии: тонкослойную (ТСХ), 
высокоэффективную ТСХ, газовую, жидкостную, вы-
сокоэффективную жидкостную (ВЭЖХ) [29]. Методы 
детектирования — пламенно-ионизационный, по из-
менению теплопроводности, UV-VIS спектроскопия, 
флуоресценция, масс-спектрометрии, электрохимиче-
ские [30]. 

Электрохимические методы определения АОА. Воз-
растающий интерес к электрохимическим методам 
определения отдельных АО и интегральной величины 
АОА обусловлен тем, что электрохимические методы 
позволяют напрямую оценить электронно-донорно-
акцепторные свойства исследуемого образца, т.е. мак-
симально полно отвечают природе ОС. Кроме того, 
эти методы отличает чувствительность, простота ана-
литической процедуры, экспрессность, низкая стои-
мость аппаратуры и реактивов, простота автоматиза-
ции измерений.

Авторами [31] подробно описаны электрохими-
ческие методы определения интегральной антиок-
сидантной активности («ёмкости» — термин, при-
нятый авторами). Используются разные направле-
ния электроаналитической химии: кулонометрия, 
вольтамперометрия в различных вариантах (цикли-
ческая, дифференциально-импульсная, квадратно-
волновая), амперометрия, хроноамперометрия, потен-
циометрия. В основе электрохимических методов ле-
жат окислительно-восстановительные реакции, про-
исходящие на поверхности электрода (вольтампероме-
трия, амперометрия) или в объёме раствора (хроноам-
перометрия, потенциометрия, кулонометрия), резуль-
тат которых регистрируется электрохимически. Про-
цессы, включающие химические и электрохимические 
реакции, могут рассматриваться как гибридные вари-
анты. Используют, как правило, медиаторные системы 
DPPH●/DPPH, K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6], I2/2I–, Br2/2Br– 

или реагент, специально введённый в исследуемый 
раствор [32]. 

В большинстве работ описано определение АО в 
пищевых продуктах, растениях и экстрактах из них. 
Лишь единичные из опубликованных работ содержат 
информацию о применении электрохимических ме-
тодов для определения концентрации АО собственно 
в биологических объектах: плазме крови [33], эякуля-
те [34, 35] и коже [36, 37]. В основном для этих целей 
предлагается использовать развивающийся в насто-
ящее время потенциометрический метод [8, 38]. Да-
лее мы посвятим максимальное внимание использо-
ванию электрохимических методов для оценки анти-
оксидантной активности биологических объектов как 
критерия оценки оксидантного стресса. Остановимся 
подробнее на каждом из электрохимических методов 
определения АОА.

Вольтамперометрия. При использовании различ-
ных вариантов вольтамперометрии измеряемым сиг-
налом, дающим информацию о концентрации АО, яв-
ляется предельный диффузионный ток или пик то-
ка, наблюдающиеся в определённой области потенци-
алов. При этом в процессе участвуют отдельные АО 
[39] или их сумма [40]. 

Гибридный вариант, включающий взаимодействие 
АО с кислородом, и электрохимическое восстановле-
ние непрореагировавшего кислорода, описан в рабо-
тах [41]. В качестве критерия АОА исследуемых ве-
ществ используют кинетический критерий К, с раз-
мерность которого мкмоль/л-мин., отражающий коли-
чество кислорода и активных кислородных радикалов, 
прореагировавших с АО (или смесью АО) за минуту. 

Метод вольтамперометрии отличается хорошей чув-
ствительностью, является достаточно простым и де-
шёвым. Однако, разброс показаний при идентичных 
измерениях оказался достаточно высоким (до 1,5–2,0 
раз).

Амперометрия и хроноамперометрия (биампероме-
трия) являются одним и тем же методом, источником 
информации о содержании АО или АОА в котором яв-
ляется ток, регистрируемый при заданном потенциале 
электрода. 

Авторами [32] разработан гибридный вариант хро-
ноамперометрического метода определения АОА био-
логических жидкостей. В качестве источника инфор-
мации используют ток электроокисления ферроциа-
нида калия, образующегося при взаимодействии опре-
деляемых АО с предварительно введённым в раствор 
феррицианидом калия.

К преимуществам амперометрических методов от-
носятся: низкий предел обнаружения, высокая селек-
тивность (определяются только соединения, молеку-
лы которых могут окисляться в выбранных услови-
ях, другие соединения, присутствующие даже в боль-
ших концентрациях, не мешают определению), малый 
объем пробы, простота обслуживания. В то же время 
использование этого метода для определения общей 
АОА может быть сопряжено с существенными ошиб-
ками измерения [42], связанными со сложностью вы-
бора потенциала электрода. 

Кулонометрия. Определение АОА кулонометриче-
ским методом включает титрование АО электрогене-
рированными титрантами — галогенами Cl2, Br2, воз-
никающими в процессе электролиза растворов KCl и 
KBr [43]. Конечную точку титрования фиксируют ам-
перометрически с двумя поляризованными платино-
выми электродами. АОА, называемую в работе [43] 
емкостью, рассчитывают, как количество электриче-
ства, затраченное на титрование, в пересчете на 100 г 
сухого вещества (или 100 мл).

Потенциометрический метод широко используется 
для определения АОА различных веществ, а в послед-
нее время ОА биологических объектов. Остановимся 
на этом методе подробнее. 

Индикаторным сигналом при определении АОА/
ОА служит окислительно-восстановительный по-
тенциал (ОВП) который, казалось бы, легко изме-
рить. Однако при этом потенциал является не рав-
новесным, а стационарным, зависящим от большо-
го количества неучитываемых факторов. Сложные 
объекты, например, биологические жидкости, со-
держат большое количество редокс-систем, не все 
из которых достаточно обратимы, вклад в величину 
окислительно-восстановительного потенциала обра-
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тимых и необратимых систем несоизмерим. Это дела-
ет неэффективным прямые измерения окислительно-
восстановительного потенциала. Тем не менее, авторы 
некоторых работ используют именно эту величину в 
качестве источника информации о фертильности муж-
чин путём исследования эякулята [35, 38, 44]. 

В серии более ранних работ [33, 34, 36, 37, 45] ука-
занную принципиальную сложность предложено пре-
одолевать путём введения анализируемой пробы в ме-
диаторную систему, содержащую реагенты, включаю-
щие элемент в окисленной и восстановленной форме, 
которые вступают в химическую реакцию с антиокси-
дантами или оксидантами. 

Применение медиаторной системы обеспечива-
ет возможность измерения равновесного потенциала 
вместо стационарного. 

Условия корректного определения АОА/ОА биологи-
ческих объектов сформулированы в работе [8, 46]

– электрохимическая реакция окислителя/восстано-
вителя с большинством АО/Ox должна быть термоди-
намически возможной; 

– окислительно-восстановительный потенциал 
(ОВП) медиаторной системы в условиях анализа дол-
жен находиться между потенциалами Ox и АО и меж-
ду ними должна существовать определённая разность;

– реакция компонентов медиаторной системы с АО/
Ox должна реализовываться в условиях, близких к фи-
зиологическим, т.е. при pH, близком к 7;

– реакция компонентов медиаторной системы с АО/
Ox должна протекать стехиометрично в соответствии 
с количеством функциональных групп, проявляющих 
антиоксидантные/оксидантные свойства;

– должна быть реализуемой возможность получать 

результат в универсальных единицах измерения, на-
пример, М-экв;

– скорость окислительно-восстановительной реак-
ции должна быть достаточной, чтобы процесс реали-
зовывался в разумное время.

К сожалению, эти соображения не учитываются 
многими исследователями при выборе окислителя для 
оценки интегральной величины АОА.

Приведённым условиям соответствует предложен-
ная авторами [45] медиаторная система K3[Fe(CN)6]/
K4[Fe(CN)6]. Источником информации об АОА/ОА 
служит сдвиг потенциала Pt электрода, наблюдающий-
ся при введении пробы в раствор, содержащий меди-
аторную систему. Этот сдвиг является следствием из-
менения соотношения окисленной и восстановленной 
форм компонентов медиаторной системы в результате 
протекания реакций (1) при определении АОА и (2) —
ОА:

 Fe(III) + АО = Fe(II) + AOox  (1),

 Fe(II) + Ох= Fe(III) + Oхred   (2),

где: АО и AOox — антиоксидант и его окисленная 
форма; Ох и Oхred — оксидант и его восстановленная 
форма. 

ОВП активных форм кислорода и азота (АФК и 
АФА) и некоторых АО представлены в таблицах 1 – 
3, соответственно. Стандартный ОВП K3[Fe(CN)6]/
K4[Fe(CN)6] равен +0,36 В [8]. Сопоставляя приведён-
ные данные, легко заключить, что сигналообразующая 
реакция может протекать как с Ох, так и АО.

Таблица 1 
Окислительно-восстановительные потенциалы АФК

Table 1 
Oxidation-reduction potentials of the ROS

АФК/ROS

Стандартный потенциал системы, В отн. НВЭ [47]
Standard potential of the system V, rel. to NHE [47]

Уравнение полуреакции/
Half reaction equation

Потенциал системы 
при рН=7*, В отн. НВЭ 

[8]/
Potential of the system 
at рН=7*, V rel. to NHE 

[8]

При рН=0 и активности 
соединений, равных 1/
At рН=0 and compound’s 

activity equal to 1

При рН=14 и активности 
соединений, равных 1/

At рН=14 and 
compound’s activity 

equal to 1
H2O2/OH• +1,14 H2O2 +H+ +e=OH•+H2O +0,72
HO2

•/H2O2 +1,44 HO2
•+H+ +e=H2O2 +1,02

H2O2/H2O +1,763 H2O2+2H+ +2e= H2O +1,343
OH•/H2O +2,38 OH•+H+ +e=H2O +1,96
HO2

•/H2O +1,65 HO2•+3H+ +3e=2H2O +1,23
O2

•–/OH– +0,645 O2
•–+2H2O +3e= 4OH– +1,205

O2
•–/HO2

– +0,20 O2•–+H2O +e= HO2
–+ OH– +0,62

HO2
–/OH• +0,184 HO2

–+H2O +e=OH•+ 2OH– +1,024
OH•/OH– +1,985 OH•+e= OH– +2,405

*Окислительно-восстановительный потенциал пересчитан для рН=7 с учетом числа электронов и ионов водорода или ги-
дроксила, участвующих в окислительно-восстановительном равновесии [8].

* Redox potential is recalculated for рН=7 taking into consideration a number of electrons and hydrogen or hydroxyl ions taking 
part in redox balance [8].
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Таблица 2 
Окислительно-восстановительные потенциалы АФA [48]

Table 2 
Oxidation-reduction potentials ROS [48] 

Вид/Type ОВП при pH=7.0, В/
Redox potential at pH=7.0, V

NO• +0,39
ONOO– / ONOOH +0,80

NO2• +0,99
CO3•– +1,80
HO• +2,30

Таблица 3 
Окислительно-восстановительные потенциалы (В отн. 

НВЭ) некоторых АО при рН=7 и соотношении активностей 
соединений, равных 1 [8]

Table 3 
Redox potentials (V, rel. to NHE) of some AO at рН=7 and 

compound’s activity ratio equal to 1 [8]

АО
ОВП/
Redox 

potential
АО

ОВП/
Redox 

potential
Цистеин/ 
Cysteine -0,26 Аскорбиновая кислота/ 

Ascorbic acid -0,23

Глутатион/ 
Glutathione -0,22 Пирогаллол/ 

Pyrogallol -0,23

Мочевая кислота/ 
Uric acid -0,03 Кофейная кислота/ 

Caffeic acid -0,14

Катехол/ 
Catechol -0,12 Рутин/ 

Rutin -0,06

Равновесие между компонентами медиаторной си-
стемы описывается известным уравнением:

 
 (3),

где:
Е — потенциал медиаторной системы в исходном 

состоянии, В;
E0 — стандартный потенциал медиаторной системы, 

В;
ƒ — коэффициенты активности (при расчёте ΔE ис-

чезают из вычислений, поскольку концентрация элек-
тролита не изменяется)

COx — концентрация окисленной формы медиатор-
ной системы, M;

CRed — концентрация восстановленной формы меди-
аторной системы, M;

b = 2,3RT/nF — предлогарифмический коэффициент 
уравнения Нернста:

R — универсальная газовая постоянная;
Т — температура, 0К;
n — число электронов, участвующих в 

окислительно-восстановительной реакции;
F — число Фарадея.
Введение в медиаторную систему антиоксиданта 

или оксиданта приводит к смещению равновесия меж-
ду её компонентами и, соответственно, к сдвигу по-
тенциала. 

После введения в раствор образца, содержащего ан-
тиоксиданты, потенциал медиаторной системы может 
быть выражен уравнением:

  (4),

где 
E1 — измеряемый потенциал системы после введе-

ния анализируемого образца, В;
X — концентрация антиоксидантов в растворе после 

введения в него анализируемого образца, М-экв.
После введения в раствор образца, содержащего ок-

сиданты, потенциал медиаторной системы может быть 
выражен уравнением:

 

 (5),

где 
E1 — измеряемый потенциал в системе после введе-

ния анализируемого образца, в;
X — концентрация оксидантов. в растворе после 

введения в него анализируемого образца, М-экв.
Воспользовавшись величиной ΔE=E1-E, легко рас-

считать 

 (6),

 (7).

Или

Потенциометрический метод с медиаторной систе-
мой успешно применялся для определения АОА пи-
щевых продуктов [45, 49], биологических жидкостей 
(кровь и её фракции, семенная и фолликулярная жид-
кости) [4, 33, 34]. Результаты хорошо коррелируют с 
данными, полученными с помощью известных мето-
дов Randox и фотометрического метода с использова-
нием стабильного радикала DPPH●. 

Описан неинвазивный вариант потенциометрическо-
го метода определения АОА кожи. Источником инфор-
мации является сдвиг потенциала платинового элек-
трода, наблюдаемый, когда исследуемая часть кожи 
вводится в контакт со средой, содержащей медиатор-
ную систему. Электродом сравнения служит электрод 
для ЭКГ. Для доказательства достоверности данных, 
полученных предложенным методом, исследованы мо-
дельные системы, содержащие ряд антиоксидантов 
в разных концентрациях [36], показана взаимосвязь 
между величиной AOA кожи и наличием сердечно-
сосудистых патологий [37].

Потенциометрический метод прямой и позволяет 
определять как АОА, так и ОА, результат измерения 
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выражается в понятных и однозначных единицах кон-
центрации — моль-экв/л и моль-экв/г в случае анализа 
жидкого или твёрдого объекта. При его реализации не 
требуется применение стандартных растворов, метода 
добавок и/или предварительного построения калибро-
вочных кривых.

Заключение
В работе рассмотрен общий подход к анализу слож-

ных матриц, заключающийся в использовании общих 
параметров, существенных для исследуемой системы, 
и интегральных методов их определения. Предметом 
анализа являются биологические системы, а определя-
емыми веществами — антиоксиданты и оксиданты.

Приведённый анализ методов мониторинга ОС да-
ёт основания считать, что в качестве показателя ОС 
предпочтительно использовать интегральную АОА/
ОА биологических объектов, а приоритетным методом 
её определения — потенциометрию с медиаторной си-
стемой. 

Этот вывод основан на следующих соображениях: 
– электрохимические методы позволяют напрямую 

оценить электронно-донорно-акцепторные свойства 
исследуемого образца, т.е. максимально полно отвеча-
ют природе ОС и действию системы антиоксидантной 
защиты организма; 

– эти методы отличает аппаратурная и операторская 
простота, финансовая, временная и информативная 
эффективность; 

– в настоящее время они легко могут быть примене-
ны в условиях клинической лаборатории и на их осно-
ве могут быть созданы сенсорные системы для работы 
в форматах on-site и in-situ.

Мониторинг оксидант/антиоксидантного состояния 
среды является инструментом развития ряда областей 
науки и техники и играет важную роль в обнаружении 
серьёзных заболеваний на ранних стадиях, выборе те-
рапии и оценке её эффективности.
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